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Abréviations 
ADN: Acide Désoxyribonucléique 
ADNc: ADN complémentaire 
ARN: Acide Ribonucléique 
ARNm : ARN messager 
BET: Bromure d’éthidium 
CA: Anhydrase Carbonique 
CCR : Carcinome à cellules rénales  
CHU : Centre Hospitalier Universitaire 
CRCC : Carcinome rénal à cellules conventionnelles (cellules claires) 
CRCH : Carcinome rénal chromophobe 
CRTP : Carcinome rénal tubulo-papillaire 
ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
FCM: Cytométrie de flux 
FNA : Fine Needle Aspiration (Aspiration à l’aiguille fine) 
GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
HIF: Hypoxia Inducible Factor 
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PCR: Polymerase Chain Reaction 
pVHL : Von Hippel Lindau protein 
RT: Transcription inverse 
TNM: Tumeur primitive (T), ganglions lymphatiques régionaux (N), Métastases à 
distance (M) 
UIV : Urographie intraveineuse  
VHL : Von Hippel-Lindau 
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Résumé 
Le but de notre étude est d'évaluer si les marqueurs moléculaires peuvent détecter 
de façon sensible des carcinomes du rein (CCR) et aider à un diagnostic précoce et au 
suivi des patients. 
Dans ce travail, nous avons utilisé les méthodes courantes telles que la 
spectrométrie, la PCR, l’ELISA et le PicoGreen® pour évaluer l’ADN circulant, l’intégrité 
de l’ADN circulant, l’ARN circulant, l’ARNm de CA9, et la protéine CA9.  
Le niveau de l’ARN circulant et celui de l’ARNm de CA9 chez les patients atteints de 
carcinomes rénaux à cellules claires (CRCC) sont plus élevés que chez les témoins 
sains. Chez les patients atteints de CRCC, le niveau de l’ARN circulant est 
indépendant de l’âge, du sexe, du stade TNM, du grade Fuhrman, et de la taille de la 
tumeur. Le niveau de l’ARNm de CA9 est indépendant de l’âge, du sexe et du grade 
Fuhrman, mais est corrélé au stade TNM, à la présence de métastases et à la taille de 
la tumeur. Selon nos résultats, l’ARN circulant et l’ARNm de CA9 dans le sérum 
peuvent être utilisés comme biomarqueurs diagnostiques du CRCC. 
Par spectrométrie et par la méthode de PicoGreen®, la moyenne de l’ADN circulant 
chez les patients atteints de CRCC est plus élevée que chez les témoins sains, mais 
cette différence n’est pas significative. Nos résultats indiquent que la sensibilité et la 
spécificité de l’ADN circulant ne sont pas satisfaisantes pour le diagnostic de CRCC. 
En outre, l’intégrité de l’ADN circulant chez les patients atteints de CRCC est meilleure 
que chez les patients atteints d’oncocytome rénal et que chez les témoins sains. 
L’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum pourrait constituer un marqueur pour le 
diagnostic de CRCC. 
Le niveau de protéine CA9 chez les patients atteints de CRCC métastatique est plus 
élevé que chez les patients atteints de CRCC localisé et que chez les témoins sains. 
Le niveau élevé de protéine CA9 suggère un risque élevé de récidive. La protéine CA9 
dans le sérum pourrait être utilisé pour guider le suivi post opératoire et peut être dans 
l’avenir conduire à un traitement adjuvant précoce des patients du groupe à haut 
risque de récidive. 
 
 
Mots-clés : marqueur moléculaire, diagnostic, pronostic, cancer rénal  
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Summary 
The aim of our study is to estimate whether molecular markers could detect 
significantly and help early diagnosis and following of patients with CCR. 
In this work, we used some methods such as spectrometry, PCR, ELISA and 
PicoGreen® to evaluate the circulating DNA, the integrity of circulating DNA, the 
circulating RNA, the mRNA CA9 of serum and the circulating CA9 protein in the 
diagnosis or monitoring of CCR. 
The level of RNA and the mRNA CA9 of serum in patients with CRCC are higher 
than in healthy controls. In patients with CRCC, the level of circulating RNA is 
independent of age, gender, TNM stage, Fuhrman grade, and tumor size. The level of 
mRNA CA9 is independent of age, sexe and Fuhrman grade, but is correlated with 
TNM stage, presence of metastases and tumor size. According to our results, the 
circulating RNA and mRNA CA9 of serum can be used as diagnostic biomarkers of 
CRCC. 
By the spectrometry and the PicoGreen ® method, the average serum DNA in 
patients with CRCC is higher than in healthy controls, but this difference is not 
significant. Our results indicate that the sensitivity and specificity of serum DNA is not 
satisfactory for the diagnosis of CRCC. In addition, the integrity of serum DNA in 
patients with CRCC is better than in patients with renal oncocytoma and also better 
than in healthy controls. The integrity of DNA in the serum could be a marker for the 
diagnosis of CRCC. 
The level of CA9 protein in patients with metastatic CRCC is higher than in patients 
with CRCC localized and also higher than in healthy controls. The high level of CA9 
protein suggests a high risk of recurrence. The serum CA9 protein could be used to 
guide post-operative monitoring and may be indicating early adjuvant treatment of 
patients with high risk of recurrence in the future. 
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Introduction 
Le cancer du rein de l’adulte est fréquent et le diagnostic préopératoire fait 
principalement appel à l’imagerie. L’attitude thérapeutique évolue de façon 
spectaculaire et les standards thérapeutiques sont en train de changer. Le 
traitement de référence d’une tumeur du rein supposée maligne était la 
néphrectomie élargie. Si cette attitude reste indiscutable pour les tumeurs de 
grande taille manifestement malignes, elle l’est beaucoup moins pour les tumeurs 
de petite taille (≤ 4 cm) dont la découverte est très fréquente grâce à la 
multiplication des bilans radiologiques et aux progrès de l’imagerie. Dans les 
tumeurs malignes de petite taille, la chirurgie d’exérèse partielle a définitivement 
fait la preuve de son efficacité carcinologique et de son utilité en préservant le 
parenchyme rénal et constitue le nouveau standard figurant dans les 
recommandations de l’Association Française d’Urologie. Lorsque ces tumeurs de 
petite taille s’avèrent bénignes à l’analyse anatomo-pathologique, la chirurgie 
partielle a, là aussi, limité le sacrifice parenchymateux ; néanmoins, ces geste 
restent inutiles dans ce contexte. 
La nécessité d’un diagnostic précis de la nature d’une petite tumeur rénale est 
rendue encore plus évidente au regard du développement récent des techniques 
de destruction tumorale transcutanée. Ces techniques mettent en œuvre 
différentes sources d’énergie dont les radio-fréquences sont les plus utilisées 
actuellement. Ces techniques sont très prometteuses en raison de leur caractère 
mini-invasif. Si leur efficacité se confirme, elles seront destinées en priorité au 
traitement des petites tumeurs dont la nature devra être connue avec certitude. 
Le diagnostic des tumeurs de petite taille reste difficile et nécessite fréquemment le 
recours à l’examen cytologique ou histologique d’un prélèvement percutané. La 
spécificité des différentes méthodes est très élevée, mais la sensibilité est limitée. 
La ponction à l’aiguille fine est une méthode simple et sûre avec une sensibilité qui 
dépasse à peine 50 % dans le cadre de ces diagnostics difficiles, essentiellement 
du fait de la pauvreté du recueil cellulaire. La sensibilité de la biopsie percutanée 
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est meilleure mais s’avère plus complexe à mettre en œuvre et comporte une 
morbidité potentielle plus élevée. Ce défaut de sensibilité des deux techniques est 
générateur d’examens d’imagerie supplémentaires et de retard au traitement ou à 
l’inverse, dans certains cas de tumeurs bénignes, d’interventions injustifiées. Ces 
performances limitées justifient pleinement la recherche active de marqueurs 
moléculaires fiables. Nous pensons que l’analyse en biologie moléculaire, par sa 
sensibilité, sa spécificité et sa capacité à traiter des prélèvements pauvres en 
cellules, peut apporter une aide précieuse au diagnostic cytologique et orienter le 
traitement vers l’option la mieux adaptée à la nature de la lésion et à l’état du 
patient. Les petites tumeurs malignes pourront alors être traitées soit par chirurgie 
partielle ouverte ou coelioscopique, soit par destruction transcutanée. Des 
traitements inutiles et coûteux seront évités aux patients porteurs d’une tumeur 
bénigne. 
 
 
 
 
  
 
15 
 
 
 
 
 
 
 
RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
16 
1. Le cancer du rein 
Le cancer rénal représente 3% des cancers de l’adulte [Ferlay, J. et al. 2007] et est 
la 7e tumeur maligne chez l’homme et la 12e chez la femme. En France, 7 949 
nouveaux cas ont ainsi été recensés en 2005 selon l’Institut de veille sanitaire, tandis 
que la maladie emportait 3 684 personnes. Il est 2 fois plus fréquent chez l’homme. 
Avec 3600 décès/an (2,4%), il n’est qu’au 13e rang des décès par cancer [Coulange 
C et al. 2004]. Le terme de cancer du rein recouvre plusieurs types histologiques, 
mais la variété la plus fréquente (80% des cancers du rein) est le carcinome rénal à 
cellules conventionnelles ou carcinome à cellules claires [Jemal A et al. 2005]. 
Bien que les symptômes fonctionnels ou généraux classiques restent possibles, le 
diagnostic est maintenant principalement fait sur les examens radiologiques 
(échographie et tomodensitométrie abdominale). 30% à 75% des cancers du rein 
sont découverts fortuitement [Siow WY et al. 2000]. 
 
1.1 Diagnostic 
1.1.1 Diagnostic radiologique 
L’échographie et le scanner ont totalement remplacé les anciennes méthodes (UIV, 
artériographie). Ces examens d’imagerie moderne assurent habituellement le 
diagnostic et contribuent au bilan d’extension. 
 Echographie abdominale : elle montre typiquement une tumeur solide déformant 
les contours du rein, isoéchogène. Les tumeurs volumineuses peuvent être 
hétérogènes avec des plages hypoéchogènes correspondant aux zones de nécrose. 
 Scanner abdominal : il est réalisé après injection d’un produit de contraste iodé. Il 
peut être couplé avec un cliché d’UIV post-injection (surtout en cas de doute 
diagnostique avec une tumeur de la voie excrétrice). Il montre une masse déformant 
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les contours du rein, de densité tissulaire (30 à 50 UH), se rehaussant après injection 
(de plus de 20 UH), sans composante graisseuse, souvent hétérogène pour les 
tumeurs de gros volume avec des zones de nécrose hypodenses. 
 
1.1.2 Diagnostic histologique 
Le cancer du rein provient des différents segments des canaux urinaires 
intraparenchymateux (tubules proximaux, distaux, collecteurs). Pour un même site 
d’origine, les morbidités peuvent être très différentes. Selon les caractéristiques 
morphologiques définies par l'OMS, la Classification Histologique internationale des 
tumeurs du rein permet de distinguer : [Eble JN et al. 2004, Storkel S et al. 1997]. 
1.1.2.1 Tumeurs malignes 
Les carcinomes à cellules rénales (CCR) 
• Carcinome rénal à cellules conventionnelles ou cellules claires (CRCC) :  
Il représente 60 % à 80 % des cancers du rein. L’origine des cellules 
tumorales est l’épithélium du tube contourné proximal. Il s’associe à une 
délétion du bras court du chromosome 3p25-26 (la maladie de VHL) et même 
dans les formes sporadiques les altérations génétiques concernent le plus 
souvent le chromosome 3p. 
• Carcinome tubulo-papillaire (CRTP) :  
Il s'agit de tumeurs développées à partir du tube contourné distal représentant 
10 à 15 % des cancers du rein. Les altérations génétiques les plus fréquemment 
observées dans ce groupe de tumeurs sont la perte du chromosome Y et une 
trisomie des chromosomes 7 et 17. Il est composé de 2 types : type I (75 %) 
volontiers multifocal et de bas grade constitué de petites cellules basophiles et 
type II unifocal et de haut grade constitué de grandes cellules éosinophiles. 
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• Carcinome à cellules rénales chromophobes (CRCH) :  
Ils représentent 4 à 7 % des cancers du rein. Ils sont caractérisés par une 
perte des chromosomes 1, 2 ou 13 et une perte du bras court du chromosome 3 
dans 50 % des cas. Ils sont développés à partir des cellules intercalaires de 
type B du tube collecteur. 
• Carcinome des tubes collecteurs (Bellini) et carcinome médullaire du rein 
(CCRTC) :  
Il s’agit de tumeurs de très mauvais pronostic représentant moins de 1 % des 
cancers du rein et touchant l’homme jeune. D’un point de vue génétique, les 
monosomies 18 et 21 et la perte du chromosome Y sont les anomalies 
prédominantes ; des délétions au niveau du bras long du chromosome 1 et du 
bras court du chromosome 8 ont été décrites. Il doit rester un diagnostic 
d’exclusion.  
• Carcinome à cellules rénales inclassables :  
5 % des CCR que la seule analyse morphologique ne peut typer. 
1.1.2.2 Tumeurs bénignes 
• Adénome papillaire : 
 Essentiellement retrouvé dans les reins de néphro-angiosclérose, multifocal 
et souvent asymptomatique, il coexiste avec d'authentiques carcinomes tubulo-
papillaires ; ainsi, par définition, les lésions de moins de 5 mm sont appelées 
adénomes papillaires. 
• Adénome métanéphrique :  
Touche plus souvent les femmes et réalise une lésion corticale de consistance 
homogène. 
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• Oncocytome :  
Les oncocytomes représentent 5 % de l'ensemble des tumeurs du rein. Ces 
tumeurs sont souvent diploïdes sans anomalie sur le chromosome 3 mais avec 
des anomalies spécifiques d’ADN mitochondrial. Ces tumeurs se développent à 
partir des cellules intercalaires de type A du tube collecteur. Leurs 
caractéristiques sont parfois la bilatéralité, la présence de lésions multi-focales 
et un aspect solide peu spécifique en échographie et au scanner. Par contre, 
lorsqu'ils sont de petite taille, le diagnostic avec le cancer du rein est impossible 
à faire car ils ont le même aspect en imagerie. Le pronostic est bon et 
l'abstention thérapeutique est de mise dans les tumeurs de petite taille lorsque 
le diagnostic a pu être fait avec certitude.   
 
1.1 Pronostic 
1.2.1 Type histologique 
L’intérêt de la classification histologique des tumeurs est leur signification clinique 
en termes de survie. Du meilleur au plus mauvais pronostic, on trouve les carcinomes 
à cellules chromophobes, les carcinomes tubulo-papillaires et les carcinomes rénaux. 
 
1.2.2 Grade nucléaire 
Plusieurs systèmes ont été proposés, mais celui de Furhman [Fuhrman SA et al. 
1982] est actuellement le plus utilisé. Il s’agit d’un grade nucléaire en 4 classes selon 
la taille du noyau et du nucléole des cellules carcinomateuses. Sa valeur pronostique 
est bien validée pour les carcinomes rénaux et les tubulo-papillaires. 
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1.2.3 Stade 
Le stade tumoral décrit la taille de la tumeur et l’éventuelle extension au-delà du 
rein. Le stade tumoral et la taille sont reconnus comme des facteurs pronostiques 
importants.  La dernière classification TNM  date de 2002 et est notamment utilisée 
pour le pronostic [Cohen HT et al. 2005].  La survie à 5 ans varie de 80% pour les 
tumeurs de stade I à 50% pour les stades II, 40% pour les stades III et 10% pour les 
stades IV. Les tumeurs de plus de 10 cm ont un pronostic plus péjoratif, bien que des 
métastases ganglionnaires aient été rapportées pour des tumeurs de moins de 6 cm 
et même de 3 cm. 
 
1.2.4 Ploïdie et prolifération cellulaire 
Plusieurs études ont évalué la ploïdie en cytométrie en flux dans les cancers du rein. 
La ploïdie est corrélée au grade de la tumeur mais pas à la survie des patients 
atteints de cancer localisé. Ces résultats sont expliqués par l’hétérogénéité des 
tumeurs rénales. Les marqueurs de prolifération cellulaire (Ki-67, AgNOR ou Mib-1) 
apparaissent dans des études rétrospectives corrélées au grade nucléaire et à la 
survie des patients [WT de Riese et al. 1993]. Pour certains auteurs, le marqueur de 
la prolifération Mib-1 serait un facteur pronostique supérieur au grade tumoral 
[Tannapfel A et al. 1998]. 
 
1.2.5 Marqueurs de l’adhésion cellulaire 
Les molécules d’adhésion cellulaire (cadhérines, caténines et intégrines) sont 
nécessaires à l’adhésion intercellulaire et aux ponts intercellulaires [Katagiri A et al. 
1995]. Elles sont aussi considérées comme des oncoprotéines dans certaines 
tumeurs et joueraient un rôle dans la cancérogenèse. Dans quelques études, 
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l’augmentation de l’expression de CD44 ou une diminution de l’expression de 
certaines caténines sont associées à un mauvais pronostic [Paradis V et al. 1999]. 
Un quart des patients est diagnostiqué avec une maladie d’emblée avancée, 
localement invasive ou métastatique. La survie à 5 ans des formes localisées varie 
de 50% à 95%. Par contre, la survie à 5 ans des formes métastatiques est de 5% 
environ, avec une médiane de survie de 13 mois environ. Un tiers des patients traités 
pour une maladie localisée présenteront une récidive [Leslie H et al. 2002]. 
Le diagnostic précoce et la détermination de facteurs pronostiques fiables s’avèrent 
donc particulièrement importants dans le cancer du rein. 
Le pronostic du cancer rénal dépend du stade TNM, du grade de Fuhrman, de l'état 
général du patient (ECOG) et de l'invasion vasculaire macro ou microscopique. Si la 
classification TNM et le grade Fuhrman permettent une stratification pronostique 
grossière, ils ne permettent cependant pas de prédire le risque évolutif (récidive 
locale ou apparition de métastases) à l’échelon individuel [Bassil B et al. 1985, 
Margulis V et al. 2007]. 
La recherche de nouveaux marqueurs moléculaires autorisant un diagnostic 
précoce et un pronostic plus fin est donc une nécessité impérative, dans le cancer du 
rein comme dans tous les types de cancer. 
 
2. Les marqueurs moléculaires du carcinome rénal  
 
2.1   La voie HIF dans le cancer du rein 
Le HIF (Hypoxia Inducible Factor) est très instable en normoxie, la sous-unité alpha 
subit une hydroxylation, par des prolyl-hydroxylases (PHD), dès sa sortie du noyau, 
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puis se lie à la pVHL (von Hippel Lindau protein), une protéine suppressive de tumeur, 
élongine B, élongine C, culline et Ring box 1 [Semenza GL. 2000]. En normoxie. Le 
complexe VHL a une activité E3 ligase permettant l’ubiquitination de HIF-1α et sa 
dégradation par le protéasome cytoplasmique [Ivan M et al. 2001]. Cette étape se 
produit assez rapidement, puisque HIF-α possède une demie-vie de seulement 5 
minutes dans le cytoplasme [Wang GL et al. 1993]. De plus, la normoxie cellulaire 
entraîne aussi l’activation de la protéine factor inhibiting HIF-1 (FIH-1) qui agit au 
niveau du noyau en bloquant la transcription de gènes cibles comme l’EPO. De son 
côté, la sous-unité bêta est toujours active, sous l’influence du facteur de transcription 
sp1 [Schofield CJ et al. 2004]. 
          
Figure 1. Mécanismes impliqués dans l’accumulation d’HIF. (Mejean A., Lebret T. : 
Angiogenèse : l’exemple du cancer rénal. Prog Urol, 2008, S7, 309-314) 
En situation d’hypoxie, HIF-α devient stable, car elle n’est plus hydroxylée par les 
PHD (son substrat étant l’oxygène), donc elle ne lie plus la protéine pVHL. Elle est 
alors transportée dans le noyau par translocation nucléaire où elle se liera à la sous-
unité bêta ainsi qu’à certains co-facteurs comme le p300/CBP. Le complexe HIF 
(réunion de HIF-α et HIF-β) subit alors une translocation à l’intérieur du noyau et se 
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lie au HRE (HIF responsive element) induisant une séquence de transcription de 
gènes induite par l’hypoxie [Wiesener MS et al. 2001, Wykoff CC et al. 2000] : 
• VEGF-A (vascular endothelial growth factor) → angiogenèse ; 
• EGFR(Epithelial Growth Factor Receptor) type1→ croissance cellulaire tumorale ; 
• PDGFβ (platelet-derived growth factor) ; 
• glut1 (transporteur de glucose) ; 
• TGFα ; 
• CA9 ; 
• érythropoïétine. 
Parallèlement HIF-α diminue l’expression d’E-cadhérine favorisant ainsi les 
disjonctions cellulaires et la diffusion métastatique. 
En résumé l’accumulation d’HIF-α secondaire à l’hypoxie et/ou à la perte du gène 
VHL, va conduire à une accumulation d’effecteurs provoquant l’angiogenèse, 
l’augmentation de la croissance cellulaire et de la survie en condition d’hypoxie. 
 
2.1.1 Le gène VHL 
Le gène VHL  est un gène suppresseur de tumeur localisé sur le bras court du 
chromosome 3 (3p26-p25) [Latif F, et al. 1993]. Des mutations du gène VHL ou une 
hyperméthylation ont été décrites dans 57% des CRCC et 11% des CRTP. En outre, 
la perte d'hétérozygotie du locus du gène VHL au chromosome 3p25 a été détectée 
dans plus de 90% des CRCC. Ces altérations du gène VHL sont absentes dans le 
CRCH et l’oncocytome rénal  [Gnarra JR et al. 1994, Brauch H et al. 2000].  Ces 
altérations génétiques ne varient pas selon la progression tumorale, la taille de la 
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tumeur, le stade, le grade, les métastases distantes et les métastases ganglionnaires 
[Kondo K et al. 2002].  
L’altération du gène VHL est un facteur pronostique indépendant chez les patients 
avec des tumeurs de stade I-III, comme le sexe, l'âge, le stade, le grade, et la 
présentation symptomatique. Mais, les altérations de VHL ne sont pas associées à la 
survie du cancer chez les 53 patients avec des tumeurs de stade IV après 
néphrectomie élargie ou partielle [Yao M et al. 2002]. 
 
 
2.1.2 CA: L’anhydrase carbonique  
2.1.2.1 Historique 
L'anhydrase carbonique a été purifiée à partir de globules rouges en 1933 [Meldrum 
NU et al. 1933]. Jusqu'en 1994, cinq anhydrases carboniques ont été purifiées à 
partir de procaryotes [Smith KS et al. 1999].  
Il y a trois familles distinctives d’anhydrase carbonique (α, β et γ).  Seule la famille α 
d’anhydrase carbonique se trouve dans les cellules de mammifères. La localisation 
cellulaire de la famille α de l’anhydrase carbonique se situe dans le cytosol (CA1, 
CA2, CA3, CA7, CA13), sur la membrane (CA4, CA9, CA12, CA14, CA15, CA16), 
dans les mitochondries (CA5) et elle peut être sécrétée (CA6). 
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Figure 2.  Localisation cellulaire de la famille α de l’anhydrase carbonique. (Parkkila S, 
BJU Int. 2008, 101, S4, 16-21) 
 
2.1.2.2 Fonction-physiologie des CAs 
L’anhydrase carbonique est une protéine enzymatique qui catalyse la réaction 
réversible d’hydratation du CO2/ déshydratation de l’acide carbonique H2CO3 : H2O + 
CO2 ↔ H2CO3 (HCO3– + H+). CA9 et CA12 sont des protéines transmembranaires qui 
jouent un rôle dans la régulation de la prolifération cellulaire en réponse à des 
conditions hypoxiques et sont de plus impliquées dans l'oncogenèse et la progression 
tumorale [Badger MR et al. 1994]. 
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Figure 3. Fonction-physiologie des CA9 et CA12. (Claudiu T. Supuran, Nature 
Reviews Drug Discovery 2008, 7, S4, 168-181) 
 
2.1.2.3  Détection de CA9 dans les cellules et les tissus 
La protéine CA9 n'est pas exprimée dans le rein adulte normal, alors que la 
protéine CA12 est exprimée dans le tube contourné distal et les cellules intercalées 
du canal collecteur. Les protéines CA9 et CA12 sont exprimées dans les cellules 
rénales de CRCC. A l’inverse de CA12, CA9 n’est pas exprimée dans les cellules de 
CRCH et dans l’oncocytome rénal.  La co-expression CA9-CA12 est parfois observée 
dans les cellules de CRTP.  L’utilisation combinée de cette expression en 
immunohistochimie  permettrait d’identifier ces sous-types de CCR [Ivanov S et al. 
2001].  
  
 
27 
 
 
Figure 4. Expression tissulaire des CA dans le tissu rénal sain et dans les CCR. 
(Ivanov S et al, Am J Pathol. 2001, 158, S3, 905-919) 
La cytométrie en flux (CMF) utilisant des anticorps monoclonaux peut  détecter 
l’expression des antigènes de surface des cellules. Li et al ont utilisé l’anticorps 
monoclonal G250 pour détecter cet antigène dans les lignées cellulaires humaines et 
dans les tissus rénaux normaux et malins. Les résultats ont montré que l’antigène 
G250/MN/CA9 est exprimé dans 100% des CRCC, alors qu’il n’est pas exprimé dans 
les cellules de CRCH, le tissu rénal normal, et le sang de témoins sains [Li et al. 
2001]. 
L’ARNm de CA9 traduit l’activité du gène CA9. Sa détection se fait en biologie 
moléculaire par la méthode de RT-PCR (reverse transcription polymerase chain 
A : CA9 n'est pas exprimée  
dans le rein adulte normal. 
 
B : CA12 est exprimée  
dans le tube contourné distal et 
les cellules intercalées du canal 
collecteur dans le rein adulte 
normal. 
 
C : CA9 est exprimée dans le 
CRCC. 
 
D : CA12 est exprimée dans le 
CRCC. 
 
E : CA 9 n’est pas exprimée dans le 
CRCH. 
 
F : CA 9 n’est pas exprimée dans  
l’oncocytome rénal. 
 
G : CA 12 est exprimée dans le  
     CRCH. 
 
H : CA 12 est exprimée dans 
l’oncocytome rénal. 
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reaction). Li et al ont mesuré l’ARNm de CA9 dans le tissu tumoral de 50 patients 
présentant une tumeur rénale (30 CRCCs, 9 CRTPs, 5 CRCHs et 6 oncocytomes 
rénaux), dans 10 tissus rénaux normaux, et dans le sang de 10 témoins sains. Les 
résultats montrent la détection d’ARNm de CA9 chez 97% des patients atteints de 
CRCC et chez 56% des patients atteints de CRTP.  L’ARNm de CA9 n’est pas trouvé 
chez les patients atteints de CRCH et d’oncocytome rénal. De plus, l’ARNm de CA9 
n’est pas trouvé dans les tissus rénaux normaux et le sang de témoins sains [Li et al. 
2003]. 
La cytologie par aspiration à l’aiguille fine (FNA, fine needle aspiration)  des 
tumeurs rénales sous échographie ou tomodensitométrie est parfois utilisée pour le 
diagnostic préopératoire. Li et al ont étudié 28 FNA échantillons de patients 
présentant une tumeur rénale (19 CRCCs, 7 CRTPs, 2 CRCHs et 7 oncocytomes). 
La cytologie conventionnelle avait une sensibilité de 53% et une spécificité de 71%. 
Par la méthode RT-PCR, l’ARNm de CA9 était trouvé dans 16/19 échantillons de 
patients atteints de CRCC et dans 3/7 échantillons de patients atteints de CRTP. 
L’ARNm de CA9 n’était pas trouvé dans les échantillons de patients atteints de 
CRCH ou d’oncocytome rénal. La sensibilité de la RT-PCR était de 68% et la 
spécificité de 100% pour détecter la nature maligne de la tumeur rénale [Li et al. 
2006]. L’ARNm CA9 était plus performante que la cytologie pour le diagnostic pré-
opératoire de CRCC.  
Li et al ont mesuré  le niveau d’ARNm de CA9 dans les tissus tumoraux de patients 
atteints de CRCC. Les patients atteints de CRCC de stade T1-T2) et / ou de grade 
Fuhrman I-II avaient un niveau d’ARNm de CA9 plus élevé que ceux  de stade T3 et / 
ou de grade Fuhrman III-IV. Les patients avec métastase viscérale et/ou 
ganglionnaire avaient un niveau d’ARNm de CA9 moindre que les patients avec 
CRCC  localisé. L’ARNm de CA9 peut compléter le stade TNM et le grade Fuhrman 
dans l’évaluation du risque métastatique du CRCC [Li et al. 2007].  
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3. Autres marqueurs moléculaires du CCR 
• Vimentine : l’expression de la vimentine est détectée principalement chez les 
patients atteints de CRCC (51%) et CRTP (61%). Par contre, elle est rarement 
détectée chez les patients atteints de CRCH (4%) et d’oncocytome rénal (12%). De 
plus, l’expression de la vimentine est significativement associée à un mauvais 
pronostic des patients (P <0,007), indépendamment du grade et du stade [Moch H et 
al. 1999].  
• KIT : Pan et al ont analysé l’expression de KIT chez 379 patients atteints de CCR. 
L’expression de KIT était détectée chez les patients atteints de CRCH (83%) et 
d’oncocytome (71%). Par contre, elle n’était pas détectée chez les patients atteints 
d’autres types de CCR [Pan CC et al. 2004].  Le gène KIT était exprimé dans 6/7 
CRCHs, 7/8 oncocytomes, 0/15 CRCCs et 1/15 CRTPs [Li G et al. 2005]. 
• S100A1: l’expression de la S100A1 est détectée dans 2/15 CRCCs, 11/15 CRTPs, 
7/8 oncocytomes et 0/7 chromophobe CRCHs [Li G et al. 2005]. 
Tableau I. Expression de l’ARNm chez des sujets atteints de CRCC, de CRTP, de 
CRCH, d’oncocytome rénal, de kyste du rein et chez des sujets témoins sains. (Li G 
et al, Clin Cancer Res. 2003, 15, S9, 6441-6446.) 
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4. Recherche de marqueurs moléculaires sériques 
La présence d’acides nucléiques extracellulaires dans le flux circulatoire a été 
rapportée pour la première fois par Mandel et Metais en1948. [Mandel P et al. 1948]  
Ils ont montré qu’ils pouvaient être détectés dans le plasma de sujets malades et 
sains. 
Notre hypothèse de travail était que ces recherches pouvaient être appliquées au 
CCR. 
 
4.1 ARN circulant  
Bien que la présence d’ARN circulant ait été rapportée dès les années 70, [Kamm 
RC et al. 1972, Stroun M et al. 1977], l’idée que l'ARN extracellulaire pouvait résister 
aux ribonucléases du sérum/plasma n’a pas été aisément acceptée [Kamm RC et al. 
1972]. Mais, l'ARN extracellulaire était détecté dans le plasma à des taux de 25,4 à 
144 ng/L [Kaznacheev V et al. 1967, Blinov M et al. 1981] ce qui suggère que l’ARN 
dans le plasma/sérum est protégé par certains mécanismes. D’autres études ont 
documenté la présence d'ARN circulant dans le sérum/plasma [Ng EK et al. 2002, 
Tsui NB et al. 2002]. Sisco a suggéré une  liaison entre l'ARN et l'ADN circulants, 
avec un ADN-ARN hybride qui serait résistant à l’activité RNase et DNase [Sisco KL 
et al. 2001].    
Récemment, la méthode RT-PCR a été développée pour amplifier l’ARNm ce qui 
augmente la sensibilité et la spécificité de la détection d’ARN dans le plasma [Dasi F 
et al. 2001, Ng EK et al. 2002]. Plusieurs équipes ont détecté la présence d’ARN 
circulant dans le sérum de patients atteints de mélanome malin [Kopreski MS et al. 
1999, Hasselmann DO et al. 2001], de cancer du sein [Chen XQ et al. 2000] et de 
cancer du poumon [Fleischhacker M et al.2001]. L’étude de l’ARN circulant dans le 
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plasma/sérum est un domaine nouveau pour des applications diagnostiques non-
invasives. 
 
4.2 ADN circulant 
L’ADN extracellulaire circulant peut-être détecté chez les témoins sains et les sujets 
atteints d’affections non malignes, par exemple le lupus érythémateux, la polyarthrite 
rhumatoïde, l’embolie pulmonaire et l’infarctus du myocarde [Galeazzi M et al. 1984, 
Steinman CR 1984, Steinman CR 1982]. En outre, les traumatismes [Laktionov PP et 
al. 2004] et procédures thérapeutiques [Davis L et al.1973, Hughes GR et al.1971] 
peuvent aussi entraîner la libération d'ADN libre dans la circulation. Plusieurs équipes 
ont démontré des taux élevés d'ADN circulant chez des patients atteints de cancer de 
l'estomac [Sai S et al. 2007], de l'ovaire [Kamat AA et al. 2006] et de la prostate 
[Altimari A et al.2008]. 
 
4.2.1 Source de l’ADN circulant 
Chez les sujets sains, l'ADN circulant peut provenir des lymphocytes ou d'autres 
cellules nucléées. Chez les sujets cancéreux, l’origine de l'ADN circulant est encore 
inconnue malgré certaines hypothèses. 
• Spontanée 
    Les lymphocytes activés peuvent libérer de l'ADN in vitro [Anker P et al. 1975]. 
Cela pourrait expliquer la présence de très faibles concentrations d’ADN 
circulant chez les sujets sains. 
• Lyse des cellules tumorales par micro-métastases 
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Les cellules tumorales peuvent être détectées par différentes techniques, telles 
que l’immunocytologie [Moss TJ et al. 1990], la cytométrie de flux [Gross HJ et al. 
1995], et la PCR [Mattano LA Jr et al. 1992, Foss AJ et al. 1995]. Le nombre de 
cellules tumorales n'est cependant  pas corrélé avec la quantité totale d'ADN qui 
nécessiterait un plus grand nombre de cellules que celles isolées par les 
techniques actuelles [Sorenson GD et al. 1977, Chen X et al. 1999]. 
• Nécrose cellulaire 
   La nécrose cellulaire serait un autre mécanisme possible, car des quantités 
plus importantes d'ADN circulant ont été retrouvées dans le plasma de patients 
présentant des tumeurs volumineuses et/ou métastatiques [Fujiwara Y et al. 
1999, Li CN et al. 2003].  
• Apoptose des cellules tumorales 
L'apoptose des cellules tumorales constitue une source possible d'ADN circulant. 
En analyse électrophorétique, l’ADN structural présente des bandes de tailles 
différentes. L’ADN circulant présente souvent une structure similaire à celle des 
cellules apoptotiques [Fournie GJ et al. 1999].  
 
4.2.2 Quantification de l’ADN circulant 
Il n'existe pas de standard pour la quantification de l'ADN circulant. Dans le passé, 
cette quantification était réalisée par des tests colorimétriques ou fluorimétriques. 
Après avoir ajouté le réactif (diphénylamine) au sérum/plasma du patient, le degré de 
changement chromatique était corrélé avec la concentration d'ADN [Ayala W et al. 
1951, Kamm RC et al. 1972]. Les faibles spécificités et  sensibilité de ces réactifs ont 
limité l’utilisation de ces dosages quantitatifs [Lee JB 1963]. Avec des méthodes plus 
sensibles, par exemple, l'hybridation ADN-ARN, la RIA (analyse radioimmunologique) 
et l’immunoélectrophorèse, la sensibilité peut être abaissée au niveau du 
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nanogramme [Steinman CR et al. 1975, Leon SA et al. 1975]. Avec la PCR en temps 
réel [Laktionov PP et al. 2004, Sozzi G et al. 2003] et la technique PicoGreen® ADN 
double-brin [Beau-Faller M et al. 2003, Xie GS et al. 2004], il est possible d’abaisser 
la sensibilité du dosage de l’ADN circulant au niveau du picogramme. Les résultats 
varient avec les techniques utilisées, la standardisation et les procédures d'analyse. 
On ne peut donc pas comparer les données entre des études différentes. 
 
4.2.3 Intégrité de l’ADN circulant 
L’intégrité de l'ADN circulant est mesurée par le ratio des fragments longs et des 
fragments courts d'ADN circulant. Chez les témoins sains, l’ADN circulant provient 
essentiellement des cellules apoptotiques. Les longueurs des fragments d'ADN  sont 
généralement de 185 à 200 bp [Giacona MB et al. 1998]. Cet ADN uniformément 
tronqué est produit par clivage enzymatique au cours de l'apoptose [Wyllie AH 1980]. 
Par contre, la taille de l'ADN provenant des cellules malignes varie beaucoup, car 
outre l'apoptose, la nécrose, l'autophagie sont responsables de la mort des cellules 
cancéreuses [Jin Z et al. 2005]. La proportion de fragments longs d'ADN circulant 
peut donc être un bon marqueur pour la détection d’une tumeur maligne [Jahr S et al. 
2001]. Wang et al ont démontré que l'intégrité de l'ADN plasmatique était mieux 
préservée chez les patients atteints de cancers gynécologiques et mammaires que 
chez les témoins sains [Wang BG et al. 2003]. Chez les patients atteints de cancers 
prostate, l'intégrité de l'ADN plasmatique aussi augmenté plus que les témoins sains 
[Hanley R et al.2006] 
Jahr S et al utilisé 6% du polyacrylamide gel pour séparer l’ADN plasmatique et les 
fragments ont ensuite été visualisées après coloration par le bromure d'éthidium. 
L'intégrité de l'ADN a été mesurée par PCR en temps réel semi-quantitative (i-Cycler) 
pour déterminer le ratio des PCR produits (400bp/100bp) du gène de l’actine-béta 
[Wang BG et al. 2003]. Hanley R a utilisé la PCR en temps réel et les sondes 
TaqMan avec des tailles différentes pour mesurer  l'intégrité de l'ADN [Hanley R et 
al.2006]. 
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5. Les objectifs du travail 
Aider au diagnostic précoce du cancer rénal par : 
- la méthode de Spectrométrie pour évaluer l’ARN circulant 
- la méthode de RT-PCR quantitative pour évaluer l’ARN messager de CA9  
 - la méthode de Spectrométrie et de PicoGreen pour évaluer l’ADN circulant  
 - la méthode PCR traditionnelle pour évaluer l’intégrité de l'ADN circulant  
 - la méthode ELISA pour évaluer la protéine CA9 circulante.  
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1.  Matériels 
1.1  Patients et témoins sains 
Les patients inclus dans l’étude ont été recrutés dans le Service d’Urologie du CHU 
de Saint-Etienne. Les contrôles sains ont été recrutés à l’Etablissement Français du 
Sang. Tous les patients atteints de CRCC ou d’oncocytome rénal ont eu un  
diagnostic anatomo-pathologique avec détermination du grade de Fuhrman et 
classification dans le système UICC. Il n’y avait pas de différence statistique d’âge 
entre les patients atteints de CCR ou oncocytome rénal et les contrôles. 
 
1.2  Collecte des échantillons 
Le sang périphérique des patients a été recueilli avant l’intervention chirurgicale. 
Chez certains patients, nous avons recueilli du sang périphérique 7 jours après 
l’opération. 5 millilitres de sang ont été recueillis dans un Serum Separator Tube® (BD, 
plymouth, UK). Les sérums ont été séparés par centrifugation à 1200 g pendant 10 
minutes à 4°C. Les sérums ont été congelés immédiat ement à –80°C jusqu’à 
l’extraction de l’ARN ou de l’ADN. 
 
2.  Méthodes 
2.1  Extraction de l’ARN 
Avant l’extraction de l’ARN, le sérum a été centrifugé à 1200 g pendant 10 minutes 
à 4°C pour éliminer les résidus cellulaires éventue ls. Nous avons utilisé le Rneasy 
Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) pour extraire l’ARN total du sérum. Le 
protocole était le suivant : 700 µl de tampon ALT étaient ajoutés à 700 µl de sérum et 
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vortexés pour obtenir une distribution homogène. 700 µl d’éthanol 70% étaient 
ajoutés au mélange et homogénéisés avec une  pipette. 700 µl du mélange étaient 
déposés sur une colonne et centrifugés 30 secondes à 10000 g à 4°C. La colonne 
était lavée avec 700 µl de tampon RW1 et 500 µl de tampon RPE par centrifugation 
pendant 60 secondes à 10000 g à 4°C. L’ARN était él ué 4 fois dans 30 µl d’eau 
stérile. L’ARN était quantifié par spectrophotométrie à UV à 260 nm et congelé 
immédiatement à – 80°C. 
 
2.2  Extraction de l’ADN 
Avant l’extraction de l’ADN, le sérum était centrifugé à 1200 g pendant 10 minutes à 
4°C pour éliminer les résidus cellulaires éventuels . Nous avons utilisé le QIAamp 
DNA Blood Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) pour extraire l’ADN total dans le 
sérum. Le protocole était le suivant : 40 µl de protéinase K et 400 µl du tampon AL 
étaient ajoutés à 400 µl de sérum, incubés à 56°C 1 0 minutes pour dissoudre les 
protéines du sérum.  400 µl d’éthanol 100% étaient rajoutés au mélange. 700µl du 
mélange étaient déposés sur une colonne et centrifugés 30 secondes à 10000 g à 
4°C. La colonne était lavée avec 500 µl de tampon A W1 et 500 µl de tampon AW2 
puis l’ADN était centrifugé pendant 30 secondes à 10000 g à 4°C. L’ADN était élué 4 
fois dans 50 µl d’eau stérile. L’ADN était quantifié par spectrophotométrie à UV et 
congelé immédiatement à -20°C. 
 
2.3 Transcription inverse (RT) 
La transcription inverse a pour but de transformer l’ARN messager en ADN 
complémentaire. Parce que l’ARNm possède une queue polyA, nous utilisons une 
amorce Oligo[dT]12~18 pour faire débuter le travail de l’enzyme. Puis, nous utilisons 
une enzyme (SuperScriptTM II Reverse Transcriptase) capable de synthétiser une 
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molécule d’ADNc à partir de l’ARNm.  Le thermocycler MASTER CYCLER gradient 
était utilisé. La RT a été réalisée par le mélange de 12 µl de solution contenant l’ARN 
total, 1 µl d’Oligo [dT]12~18 ,1 µl de dNTP et l’eau stérile. Le premier cycle était de 5 
minutes à 65°C. Ensuite, 2 µl de 0.1M DTT et 4 µl d e 5X Buffer étaient rajoutés. 
Après le deuxième cycle (42°C, 2 minutes), 1 µl de SuperScriptTM II Reverse 
Transcriptase étaient rajoutés. Le dernier cycle était de 50 minutes à 42°C,   et de 15 
minutes à 70°C.  L’ADNc était conservé à  -20°C. 
 
2.4 RT-PCR one-step 
Nous avons utilisé le SuperScriptTM One-Step RT-PCR avec Platinum® Taq kit 
(Invitrogen, California, USA) et le thermocycler MASTER CYCLER gradient. Le 
volume total à tester était de 50 µl. Le mélange comprenait 25 µl de la solution de 2X 
Reaction Mix, 1 µl de RT/Platinum® Taq Mix, 1 µl de l’amorce de départ, 1µl de 
l’amorce reverse (100 nM de sens et antisens), et 22 µl d’ARN. L’étape de RT se 
déroulait à 50°C pendant 30 minutes, puis la dénatu ration à 94°C pendant 2 minutes, 
la PCR était réalisée comme suit : dénaturation à 94°C durant 1 minute, les chaînes 
d’ADN étaient chauffées à 57°C durant 1 minute puis  incubées à 72°C durant 1 
minute. Ces trois étapes étaient répétées trente quatre fois. La dernière incubation à 
72°C durait 5 minutes. 
 
2.5 PCR traditionnelle  
Le volume total de la préparation de PCR traditionnelle était de 25µl. Le mélange 
comprenait 2 µl d’ADN, 10 µl de MasterMix (5 PRIME, Hamburg),  1 µl de l’amorce de 
départ, 1µl de l’amorce reverse (100 nM de sens et antisens), et 11 µl d’eau stérile. 
Le thermocycler MASTER CYCLER gradient était utilisé. La première  étape était la 
dénaturation à 94°C pendant 2 minutes, le cycle de PCR était le suivant : après 
dénaturation à 94°C durant 1 minute, les chaînes d’ ADN étaient chauffées à 57°C 
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durant 1 minute et incubées à 72°C durant 1 minute.  Ces trois étapes étaient 
répétées trente fois. La dernière incubation à 72°C  durait 1 minute. Pour chaque PCR, 
un contrôle positif et un contrôle négatif étaient utilisés. Les produits de PCR étaient 
séparés et visualisés par électrophorèse sur gel d’agarose (1.0%).  
 
2.6 PCR quantitative 
L’appareil Applied Biosystem 7500 permet une manipulation rapide et facile. Le 
grand intérêt de cet appareil est d’analyser 96 puits en même temps, éliminant les 
différences entre séries.  Les puits étaient excités par une longueur d’onde spécifique. 
La lumière filtrante de la lampe halogène est capable d’exciter le SYBR Green®. La 
longueur d’onde choisie est 494 nm (longueur d’onde maximale d’excitation de 
l’agent intercalant). Lorsque cette molécule est liée à l’ADN,  le SYBR Green® émet 
une forte fluorescence. L’intensité de la lumière sélectionnée est captée par un 
détecteur photoélectrique. Les signaux électriques sont envoyés au logiciel pour 
effectuer l’analyse.  
 
Figure 5. Technique  PCR avec SYBR Green®. 
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Le volume de la préparation de PCR quantitative était de 25 µl. Le mélange total 
comprenait 12.5 µl de SYBR Green® PCR Master Mix (QIAGEN S.A.), 1 µl de 
l’amorce de départ, 1 µl de l’amorce reverse (100 ng de sens et antisens), l’ADN et  
l’eau stérile. L’appareil ABI Prism 7500 System (Applied Biosystems), effectuait la 
dénaturation à 95°C pendant 10 minutes, quarante cy cles par trois étapes comme 
suit : 95°C durant 15 secondes, 58°C durant 15 seco ndes et 72°C durant 33 
secondes. Pour chaque étape à 72°C, la fluorescence  en SYBR® Green était 
observée. Le dernier cycle de dissociation se faisait à 95°C durant 15 secondes, 
60°C durant 60 secondes, and 95°C durant 15 seconde s. Chaque produit de PCR 
était étudié par électrophorèse sur gel d’agarose. 
 
2.7 Electrophorèse 
Le gel d’agarose (1.0%) comprend 0.5 g d’agarose, 50 ml de Tris-Borate-EDTA-
Buffer (5.0%) et 5 µl de bromure d’éthidium (BET). Le voltage de l’électrophorèse 
était de 100V et le temps de l’électrophorèse de 25 minutes. Les fragments d’ADN 
étaient visualisés et photographiés sous lumière UV avec coloration par le BET. Les 
bandes séquentielles d’ADN standard servaient de marqueur. La position des 
produits de PCR par rapport à la position des bandes séquentielles d’ADN standard,  
les tailles des produits de PCR étaient  précisées. 
 
Figure 6.  Tailles des différentes bandes d’ADN standard sur gel d’agarose. 
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2.8 Mesure de l’intégrité de l’ADN circulant  
Le gène GAPDH était utilisé comme gène de référence dans les différents tests. La 
localisation du gène GAPDH est en 12p13 sur le chromosome 12. La longueur de la 
séquence du gène GAPDH est 3880 bp. Pour mesurer l’intégrité de l’ADN circulant,  
quatre amorces étaient construites.  Les tailles des produits de ces amorces sont 
différentes. GAPDH 1 (109bp) était utilisé comme contrôle de la qualité de l’ADN 
circulant. L’intégrité de l’ADN circulant s’exprime par le ratio de GAPDH4 / GAPDH1, 
GAPDH3 / GAPDH1 et  GAPDH2 / GAPDH1. Plus le ratio GAPDH4 / GAPDH1 est 
élevé, plus l’intégrité de l’ADN circulant est conservée.  
 
Figure 7.  Localisations des amorces de GAPDH. 
 
Tableau II. Séquences des amorces de GAPDH.  
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2.9 PicoGreen® assay 
Le réactif PicoGreen®® est un colorant spécifique cyanine asymétrique. Le colorant 
libre n’est pas fluorescent, mais après liaison à l’ADN double-brin, il exprime une 
fluorescence 1000 fois plus forte. Le PicoGreen® est 10.000 fois plus sensible que la 
méthode d’absorbance UV, et beaucoup plus sélectif de l’ADN double-brin que de 
l’ADN simple-brin et de l’ARN. Le PicoGreen® assay minimise ainsi la contribution de 
la fluorescence de l’ARN et de l’ADN simple-brin. Le PicoGreen® assay permet de 
quantifier seulement 25 pg/ml d’ADN double-brin par un spectrofluoromètre.  Le 
premier, préparé en 1X TE buffer (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 7.5) vient d’un 
stock de 20X TE. Ensuite, le standard de l’ADN est dilué à des concentrations de  
100 µg/ml à 2 µg/ml par 1X TE buffer. 1 µl du sérum et 99 µl de 1X TE buffer sont 
rajoutés dans les puits des microplaques. Une dilution de 1 :200 de réactif 
PicoGreen® pour 1X TE buffer est préparée.  100 µl de PicoGreen® dilué dans 
chaque puits de microplaque sont rajoutés et incubés pendant 2-5 minutes à la 
température ambiante et à l’abri de la lumière. Enfin, est réalisée une mesure par le 
spectrofluoromètre. 
                                                       
Figure 8. Courbes de fluorescence de  PicoGreen® avec l’ARN (RNA), l’ADN double-
brin (ds DNA) et l’ADN simple-brin (ssDNA). 
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2.10 Enzyme-Linked Immune Sorbent Assay (ELISA)  
L’ELISA est une technique biochimique qui utilise un ou deux anticorps. L’un de 
ceux-ci est spécifique de l’antigène, tandis que l’autre réagit avec les complexes 
immuns (antigène-anticorps) et est couplé à une enzyme. Cet anticorps secondaire, 
responsable du nom de la technique, peut aussi entraîner l’émission d’un signal par 
un substrat chromogène ou fluorogène. L’ELISA pouvant être utilisé tant pour évaluer 
la présence d’un antigène que celle d’un anticorps dans un échantillon, c’est un outil 
efficace à la fois pour déterminer des concentrations sériques d’anticorps (comme 
pour le test HIV ou le virus du Nil), et pour détecter la présence d’un antigène. C’est 
un test simple, facile d’emploi et peu coûteux. Il est limité par la disponibilité des 
anticorps d’intérêt. 
 
Figure 9. Technique ELISA en sandwich. 
Le Quantikine® Human Carbonic Anhydrase IX/CA9 Immunoassay utilise l’ELISA 
en sandwich pour détecter un antigène dans le sérum ou dans tout autre échantillon. 
Cette technique est d’un usage très courant en recherche. Le protocole est réalisé 
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comme suit : 50 µl d’Assay Diluent RD1-21 sont rajoutés dans chaque puits, puis 100 
µl du contrôle ou du sérum, suivi d’une incubation pendant 2 heures à la température 
ambiante. Chaque puits est aspiré et lavé par 400 µl de tampon de lavage trois fois. 
200 µl de conjugué d’Anhydrase Carbonique IX sont rajoutés dans chaque puits, suivi 
d’une incubation pendant 2 heures à la température ambiante. Après aspiration et 
lavage comme précédemment, 200 µl de solution de substrat sont rajoutés dans 
chaque puits, et incubés pendant 30 minutes à l’abri de la lumière. 50 µl de solution 
d’arrêt sont rajoutés dans chaque puits et mesurés à la longueur d’onde de 450 nm 
par le lecteur de microplaques.    
 
Figure 10. Courbe standard des densités optiques en ELISA pour le CA9. 
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1. Premier article  
Anticancer Research, 2008, 28, 321-326 
 
Elevated Serum-circulating RNA in Patients with Conventional Renal 
Cell Cancer 
Gang Feng1,2, Guorong Li2, Anne Gentil-Perret3,  Jacques Tostain2, Christian Genin1 
1. Clinical Immunology Laboratory 
2. Department of Urology 
3. Department of Pathology, CHU of Saint-Etienne, Faculty of Medicine Jacques Lisfranc, 
University JEAN-MONNET. 
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1.1 Introduction  
Des résultats récents ont confirmé que l’ARN est retrouvé dans la circulation. 
L’ARN sérique ou plasmatique est apparu comme un marqueur potentiel pour le 
diagnostic et la surveillance du cancer. Dans cette étude, nous avons quantifié le 
niveau de l'ARN circulant chez les patients présentant un CRCC.  
Le but de notre étude était d'évaluer si le niveau de l'ARN circulant pouvait 
discriminer les patients avec cancer rénal des sujets sains et si le niveau de l'ARN 
circulant  pouvait être utilisé comme marqueur tumoral pour la détection des CRCC. 
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1.2 Discussion  
Dans la littérature, il n’existe aucun biomarqueur sérique pour le diagnostic du 
CRCC.  
Cet article est le premier à indiquer que le niveau de l'ARN circulant est 
significativement plus élevé dans le sérum des patients atteints de CRCC que dans 
celui des sujets sains, sans corrélation avec  l’âge, le stade TNM, le grade Fuhrman, 
et la taille de la tumeur. Le niveau d'ARN circulant peut donc être utilisé comme 
biomarqueur sérique pour le diagnostic du CRCC. L’une des difficultés devant une 
tumeur solide du rein réside dans le diagnostic différentiel entre CRCC et 
oncocytome rénal. Nos données suggèrent que le niveau d'ARN circulant est plus 
élevé dans le CRCC que dans l’oncocytome rénal. Le type tumoral  semble donc 
influer sur le niveau de l'ARN circulant. D’autres études sont nécessaires pour 
élucider le mécanisme de la décharge dans la circulation de l'ARN d’origine tumorale. 
Pour évaluer le potentiel clinique de l'ARN circulant, nous avons également analysé 
le niveau après néphrectomie. Une réduction significative de l'ARN circulant est 
observée une semaine après l'opération. Cette réduction significative indique que 
l'augmentation de l'ARN circulant peut provenir de la tumeur elle-même. Ce résultat 
prouve aussi que l'ARN circulant peut être utilisé pour le suivi post-opératoire.  
La spectrophotométrie utilisée pour mesurer  le niveau de l'ARN circulant est utilisé 
couramment dans les laboratoires et ouvre donc la voie à une utilisation pratique. 
En conclusion, nous avons démontré le haut niveau de l'ARN circulant chez les 
patients atteints de CRCC. Les données suggèrent que l'ARN circulant peut être un 
outil de diagnostic pour discriminer les patients atteints de CRCC des témoins sains 
ou des patients atteints d’oncocytome rénal. L’ARN circulant utilisé comme 
biomarqueur sérique constitue un nouveau domaine de recherche pour le CRCC 
diagnostic.
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2. Deuxième article.     
Urology, 2010, 75, 262-265 
 
Prediction of clear cell renal cell carcinoma by integrity of cell-free 
DNA in serum 
Gang Feng1,2, Guorong Li2, An Zhao1, Anne Gentil-Perret3, Christian Genin1, Jacques Tostain2 
1. Clinical Immunology Laboratory 
2. Department of Urology 
3. Department of Pathology, CHU of Saint-Etienne, Faculty of Medicine Jacques Lisfranc, 
University JEAN-MONNET. 
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2.1 Introduction 
L’ADN libéré par les tumeurs dans les liquides corporels est devenu un marqueur 
prometteur pour le développement de nouveaux tests cliniques. Bien qu’il ait été 
suggéré d’utiliser les ADN circulants en clinique, la complexité technique et le coût 
élevé limitent leur application pratique dans la détection du cancer. Par conséquent, 
un test simple et peu coûteux est souhaitable pour la détection du cancer. 
L'ADN peut être libéré par les cellules apoptotiques ou les cellules nécrotiques. La 
taille de l'ADN peut être utilisée pour déterminer l'origine de l'ADN de ces cellules. La 
nécrose tumorale est un événement fréquent dans les tumeurs solides malignes, et 
ceci génère un spectre de fragments d'ADN de différentes longueurs en raison de la 
digestion aléatoire et incomplète de l'ADN génomique. En revanche, la mort cellulaire 
dans les tissus sains se fait essentiellement via l'apoptose qui libère dans la 
circulation des fragments d'ADN uniformément tronqués par un processus 
programmé de clivage enzymatique.  
Nous émettons l'hypothèse que le CRCC peut décharger des fragments d'ADN de 
grande  longueur dans la circulation. Parce que le gène GAPDH est commun à tous 
les génomes, nous avons conçu des amorces GAPDH de tailles différentes (tailles 
des produits: 109bp, 193bp, 397bp et 456bp) et les avons utilisés en PCR 
traditionnelle pour mesurer l’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum. Nous avons 
tenté de déterminer si l’intégrité de l'ADN circulant dans le sérum pourrait servir d'outil 
efficace pour la détection de CRCC et si l'intervention chirurgicale pouvait modifier 
l’intégrité de l'ADN circulant dans le sérum. 
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2.2 Discussion  
Dans cette étude, nous avons comparé l'intégrité de l'ADN circulant dans le sérum 
de patients atteints de CRCC et des témoins sains par PCR traditionnelle avant et 
après l'opération. Nous avons détecté des fragments de GAPDH de 109 bp, 193 bp, 
397 bp, et 456 bp de l'ADN circulant chez des patients atteints de CRCC. En 
revanche, nous avons détecté seulement des fragments de GAPDH de 109 bp et 193 
bp chez les témoins sains. Nos résultats démontrent que l'intégrité de l'ADN circulant 
dans le sérum de patients atteint de CRCC est plus élevée que chez les témoins 
sains. En outre, l’intégrité de l'ADN circulant était significativement élevée chez les 
patients avec CRCC de stade élevé  (T3) et avec une tumeur de grande dimension 
(>4,0 cm). Ces résultats pourraient s'expliquer par le fait que la nécrose est aussi 
associée au stade et à la taille de la tumeur. 
L’intégrité de l'ADN circulant des sérums des patients atteints de CRCC avant 
opération présente une différence significative en comparaison avec les sérums post-
opératoires. Une possibilité est que la chirurgie a réduit l'ADN circulant provenant de 
la nécrose tumorale.  
L’étude de l’intégrité de l'ADN circulant est le test le moins invasif pour les patients 
atteints de CRCC. La PCR conventionnelle est une méthode simple, rapide et peu 
coûteuse qui peut mesurer l'intégrité de l'ADN circulant dans le sérum. Une utilisation 
pratique est envisageable pour détecter les CRCC chez les personnes présentant un 
risque élevé de cancer du rein et pour assurer le suivi post-opératoire.  
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3. Troisième article  
Journal of Urology, 2008, 180, 510-514 
 
Serum Carbonic Anhydrase 9 Level is Associated With 
Postoperative Recurrence of Conventional Renal Cell Cancer 
Guorong Li2, Gang Feng1,2, Anne Gentil-Perret3, Christian Genin1, Jacques Tostain2 
1. Clinical Immunology Laboratory 
2. Department of Urology 
3. Department of Pathology, CHU of Saint-Etienne, Faculty of Medicine Jacques Lisfranc, 
University JEAN-MONNET. 
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3.1 Introduction  
  CA9 est considéré comme un marqueur prometteur du diagnostic et du pronostic 
moléculaire chez les patients présentant un CRCC. Bien que la forme soluble de la 
protéine CA9 ait été trouvée dans le sérum, aucun rapport concernant l'utilité clinique 
de  la protéine CA9 dans le sérum chez les patients avec cancer n’a été publié. Nous 
avons examiné le niveau de la protéine CA9 dans le sérum chez les patients porteurs 
d’un CRCC. 
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3.2 Discussion  
Nos données indiquent que la protéine CA9 dans le sérum est augmentée chez la 
majorité des patients atteints de CRCC. Le niveau de la protéine CA9 dans le sérum 
est corrélé à la taille de la tumeur, au stade et au grade. Le niveau de la protéine CA9 
dans le sérum des patients présentant des métastases de CRCC est 
significativement plus élevé que chez les patients présentant une forme localisée et 
que chez les témoins sains. Nos données indiquent que la protéine CA9 dans le 
sérum a une sensibilité et une spécificité acceptables pour le diagnostic de CRCC.  
Environ 70% des patients atteints de CRCC sont des CRCC localisés et jusqu'à 
40% de ces patients présenteront une récidive après chirurgie. La métastase est une 
cause majeure de décès chez les patients atteints de CRCC. La plupart des récidives 
apparaissent de 3 à 5 années après la néphrectomie radicale. La courbe de survie 
indique clairement la différence entre le groupe présentant des taux élevés de la 
protéine CA9 et le groupe présentant des taux bas. Le niveau haut de la protéine 
CA9 s’accompagne d’un taux élevé de récidives de CRCC. Par l'analyse univariée de 
régression de Cox, le grade, la taille tumorale et la protéine CA9 sont des facteurs 
significatifs de récidive postopératoire du CCRC. La protéine CA9 pourrait donc 
permettre l'identification d'une sous-population caractérisée par un risque plus élevé 
de récidive, et constituer un nouvel outil moléculaire pour guider le suivi 
postopératoire et le traitement. 
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4. Article 1 en cours 
 
CA9 mRNA is highly detectable in sera of patients with clear cell renal 
cell carcinoma: implication for molecular diagnosis  
Guorong Li2, Gang Feng1,2, Anne Gentil-Perret3, Christian Genin1, Jacques Tostain2 
1. Clinical Immunology Laboratory 
2. Department of Urology 
3. Department of Pathology, CHU of Saint-Etienne, Faculty of Medicine Jacques Lisfranc, 
University JEAN-MONNET. 
 
4.1 Introduction de l’article 
  Aujourd’hui la plupart des cancers rénaux sont diagnostiqués par hasard, ou en 
présence de signes ou de symptômes vagues. Par conséquent, des méthodes 
nouvelles sont nécessaires pour détecter de façon sensible et pour aider à un 
diagnostic précoce et améliorer la survie des patients avec CRCC [Siow WY et al. 
2000]. 
La constatation que les tumeurs sont capables de libérer des acides nucléiques 
(ADN ou ARN) dans la circulation, a ouvert de nouveaux domaines pour le diagnostic 
et le pronostic de la tumeur [Boddy JL et al. 2005, Pathak AK et al. 2006, Vaupel P et 
al. 2001]. Comme il s’agit d’une tumeur solide, l'hypoxie représente une différence 
entre la tumeur RCC et les tissus normaux, ce qui est associé à l'agressivité tumorale 
du RCC, les métastases et les récidives après traitement. Lors de la progression 
tumorale, CA 9 pourrait maintenir un pH normal dans les cellules tumorales malgré 
l'hypoxie, les tumeurs pouvant s'adapter à un microenvironnement hypoxique 
[Pantuck AJ et al. 2003]. Dans le CRCC, les mutations du gène VHL qui aboutit à une 
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perte ou une altération de la fonction de la protéine pVHL résulte en une quantité 
accrue d’HIF-1α et ainsi à une augmentation du niveau des facteurs angiogéniques 
comme le CA9 [ Grabmaier K et al. 2004, Mandriota SJ et al. 2002]. CA 9 n'est pas 
exprimé dans le tissu rénal normal, mais elle est généralement surexprimée dans le 
RCC et en particulier dans le CRCC [McKiernan JM et al. 1997, Murakami Y et 
al .1999]. 
Pour cette étude, nous avons choisi la PCR quantitative qui pourrait mesurer la 
quantité de CA9 ARNm avec plus de précision. Le but de notre étude était d'évaluer 
si CA9 ARNm dans le sérum pourrait discriminer les CRCCs des sujets sains. 
 
4.2 Matériels et méthodes 
Les 84 patients inclus dans l’étude ont été recrutés dans le Service d’Urologie du 
CHU de Saint-Etienne. Les 44 témoins sains ont été recrutés à l'Etablissement 
Français du Sang. Tous les patients présentant un CRCC ont bénéficié d’un examen 
anatomopathologique permettant d’établir les stades selon le système UICC et les 
grades cellulaires selon Fuhrman. Les  sujets sains ont été utilisés comme contrôles. 
Il n'y avait pas de différence statistique d'âge entre les patients malades et les 
contrôles (P < 0.005). 
5 millilitres de sang ont été recueillis dans un Serum Separator Tube® (BD, 
plymouth, UK) et le sérum a été séparé dans les 2 heures. Les sérums ont été 
séparés par centrifugation à 1200 g pendant 10 minutes en 4°C. Les sérums ont été 
congelés immédiatement à -80°C jusqu'à l'extraction  de l'ARN. 
Avant l’extraction de l’ARN, le sérum a été centrifugé à 1200 g pendant 10 minutes 
à 4°C. Nous avons utilisé le Rneasy Mini kit (Qiage n, Courtaboeuf, France) pour 
extraire l’ARN total dans le sérum. Le protocole est le suivant : 700 µl de tampon ALT 
ont été ajoutés à 700 µl de sérum et vortexé pour obtenir une distribution homogène. 
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700 µl d’éthanol à 70% ont été rajoutés au mélange et homogénéisés avec une  
pipette. 700 µl du mélange ont été déposés sur une colonne et centrifugés 30 
secondes à 10000 g à 4°C. La colonne est lavée avec  700 µl de tampon RW1 et 500 
µl de tampon RPE par centrifugation pendant 60 secondes à 10000 g à 4°C. L’ARN 
est élué 4 fois dans 30 µl d’eau stérile. L’ARN a été quantifié par spectrophotométrie 
à UV à 260 nm et congelé immédiatement en – 80°C. 
Nous avons utilisé le SuperScriptTM One-Step RT-PCR avec Platinum® Taq kit 
(Invitrogen, California, USA) et le thermocycler MASTER CYCLER gradient. Le 
volume total à tester est de 50 µl. Le mélange comprend 25 µl de la solution de 2X 
Reaction Mix, 1 µl de RT/Platinum® Taq Mix, 1 µl de l’amorce de départ, 1µl de 
l’amorce reverse (100 nM de sens et antisens), et 22 µl d’ARN. Les séquences des 
amorces de CA9 : l’amorce de départ GGACAAAGAAGGGGATGACC et l’amorce 
reverse AGTTCTGGGAGCGGCGGGA. La longueur de PCR produite est 186 bp. 
L’étape de RT se déroule à 50°C pendant 30 minutes,  puis la dénaturation à 94°C 
pendant 2 minutes. La PCR est réalisée comme suit : dénaturation à 94° durant 1 
minute, les chaînes d’ADN sont chauffées à 57°C dur ant 1 minute puis incubées à 
72°C durant 1 minute. Ces trois étapes sont répétée s trente quatre fois. La dernière 
incubation se fait à 72°C durant 5 minutes. 
Le volume de la préparation de PCR quantitative est de 25 µl. Les séquences des 
amorces de CA9 : l’amorce de départ CAGAGTCATTGGCGCTATGGA et  l’amorce 
reverse CGAGCTGGGGGCGGATA. La longueur de PCR produite est 100 bp. Le 
mélange total comprend 12.5 µl de SYBR Green® PCR Master Mix (QIAGEN S.A.), 1 
µl de l’amorce de départ, 1 µl de l’amorce reverse (100 ng de sens et antisens), 1 µl 
de  produit de RT-PCR one-step et 9.5 µl d’eau stérile. Grâce à l’appareil ABI Prism 
7500 System (Applied Biosystems), la dénaturation à 95°C durant 10 minutes, 
quarante cycles par trois étapes comme suit : 95°C durant 15 secondes, 58°C durant 
15 secondes et 72°C durant 33 secondes. Pour chaque  étape à 72°C, la fluorescence 
en SYBR® Green est observée. Le dernier cycle de dissociation se fait à 95°C durant 
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15 secondes, 60°C durant 60 secondes, and 95°C dura nt 15 secondes. Chaque 
produit de PCR est étudié par électrophorèse sur gel d’agarose. 
 
 
4.3 Résultats préliminaires 
Le niveau de l’ARNm de CA9 dans le sérum n’est pas dépendant du sexe des 
patients atteints de CRCC (P = 0.507) ni chez les témoins sains (P = 0.540). Chez les 
patients atteints de CRCC, le niveau de CA9 ARNm dans le sérum n’est pas 
dépendant de l’âge (P = 0. 544) ni du grade Fuhrman (P = 0.053), sauf pour le stade 
TNM (P =  0.030), pour la taille de la tumeur (P = 0.049) et pour la présence de 
métastases (P = 0.027). 
La moyenne de l’ARNm de CA9 dans le sérum chez les patients atteints de CRCC 
(7820 ± 443 copies/ml) est plus haute que chez les témoins sains (0 copies/ml). Une 
différence significative est observée entre le groupe CRCC et le groupe témoin sain 
(P < 0.001).  
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Tableau III. Taux de l’ARNm de CA9 dans le sérum de sujets atteints de CRCC et de 
sujets témoins sains.  
 
Chez 25 patients atteints de CRCC, le sérum a été prélevé avant l’opération et 
après l’opération (7 jours). La moyenne de l’ARNm de CA9 dans le sérum avant 
l’opération (6896 ± 1044 copies/ml) est plus élevée que dans le sérum après 
l’opération (658 ± 307 copies/ml).  Entre le groupe avant l’opération et le groupe 
après l’opération, la différence de l’ ARNm de CA9 dans le sérum est très significative 
(P = 0.001). 
  
 
76 
 
Figure 11. Taux de l’ARNm de CA9 dans le sérum avant (J0) et après (J7) exérèse 
d’un CRCC. 
 
La surface sous la courbe ROC est de 0.946 (0.904 à 0.993, 95% CI), ce qui 
suggère une grande capacité du niveau de l’ARNm de CA9 dans le sérum pour 
discriminer les CRCCs des témoins sains. 
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Figure 12. Courbe ROC évaluant la valeur diagnostique du taux d’ARNm de CA9 
dans le sérum des les tumeurs du rein. 
 
4.4 Discussion des résultats 
  Dans le sérum, un haut niveau de l’ARN total a déjà été détecté [Tsui NB et al. 2002, 
Feng G et al. 2008]. L’ARNm de CA9 dans le sérum, qui  traduit l’activité du gène 
CA9 est détecté par la méthode de RT-PCR one-step, mais la PCR quantitative 
permet une mesure précise de l’ARNm de CA9 dans le sérum.   
Les taux moyens de l’ARNm de CA9 dans le sérum des patients atteints de CRCC 
(7820 ± 443 copies/ml) sont plus élevés que ceux des témoins sains (0 copies/ml) (P 
< 0.001). Les niveaux de l’ARNm de CA9 dans le sérum des sujets présentant un 
CRCC ne varient pas en fonction du sexe (P = 0.507).   
Les taux de l’ARNm de CA9 dans le sérum sont significativement corrélés au stade 
TNM et à la taille de la tumeur (P =  0.030, P = 0.049).  
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Le taux de l’ARNm de CA9 dans le sérum est significativement plus élevé chez les 
patients présentant une métastase ganglionnaire (N+) ou viscérale (M+) en 
comparaison des sujets présentant un CRCC localisé (P = 0.027). Nos observations 
prouvent que les patients à niveau élevé de l’ARNm de CA9 dans le sérum ont plus 
de risque de métastase. 
La moyenne des taux de l’ARNm de CA9 dans le sérum préopératoires est 
significativement plus élevée que celles des taux post-opératoires (P = 0.001). Ces 
résultats indiquent que de l’ARNm de CA9 dans le sérum provient de la tumeur. 
L’ARNm de CA9 dans le sérum pourrait être utilisé pour la surveillance des  patients 
après traitement chirurgical ou ablatif.  
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5. Article 2 en cours 
 
Diagnostic of clear cell renal cell carcinoma by serum DNA 
 
Gang Feng1,2, Guorong Li2, Anne Gentil-Perret3, Christian Genin1, Jacques Tostain2 
1. Clinical Immunology Laboratory 
2. Department of Urology 
3. Department of Pathology, CHU of Saint-Etienne, Faculty of Medicine Jacques Lisfranc, 
University JEAN-MONNET. 
 
5.1 Introduction de l’article 
L’ADN extracellulaire circulant peut-être détecté chez les témoins sains et les sujets 
atteints de cancer. Plusieurs équipes ont démontré des taux élevés de l'ADN circulant 
chez des patients atteints de cancer de l'estomac [Sai S et al. 2007], de l'ovaire 
[Kamat AA et al. 2006] et de la prostate [Altimari A et al.2008]. Il n’y a pas de 
standard pour la quantification de l'ADN circulant. Les résultats varient avec les 
techniques utilisées et les procédures d'analyse. Il est donc impossible de comparer 
les données des différentes études.  
Nous avons quantifié le niveau de l’ADN circulant dans le sérum chez des patients 
atteints de CCR et des sujets témoins sains par la méthode de spectrométrie et la 
méthode PicoGreen®.  Nous avons tenté de déterminer si l'ADN circulant dans le 
sérum pourrait servir de marqueur fiable pour le diagnostic de CCR. 
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5.2 Matériels et méthodes 
Les patients inclus dans l’étude ont été recrutés dans le Service d’Urologie du CHU 
de Saint-Etienne. Les témoins sains ont été recrutés à l'Etablissement Français du 
Sang. Tous les patients présentant un CRCC ont bénéficié d’un examen 
anatomopathologique permettant de déterminer le stade selon le système UICC et le 
grade cellulaire selon Fuhrman. Les  sujets sains étaient utilisés comme contrôles. Il 
n'y avait pas de différence statistique d'âge entre les patients malades et les 
contrôles (P < 0.005). 
5 millilitres de sang étaient recueillis dans un Serum Separator Tube® (BD, 
plymouth, UK) et le sérum était séparé dans les 2 heures. Les sérums étaient 
séparés par centrifugation à 1200 g pendant 10 minutes à 4°C puis congelés 
immédiatement à -80°C jusqu'à l'extraction de l'ADN . 
Avant l’extraction de l’ADN, le sérum était centrifugé à 1200 g pendant 10 minutes à 
4°C. Nous avons utilisé le QIAamp DNA Blood Mini ki t (Qiagen, Courtaboeuf, France) 
pour extraire l’ADN total dans le sérum. Le protocole était le suivant : 40 µl de 
protéinase K et 400 µl du tampon AL étaient ajoutés à 400 µl de sérum, incubés à 
56°C 10 minutes pour dissoudre les protéines du sér um.  400 µl d’éthanol 100% 
étaient ajoutés au mélange. 700µl du mélange étaient déposés sur une colonne et 
centrifugés 30 secondes à 10000 g à 4°C. La colonne  était lavée avec 500 µl de 
tampon AW1 et 500 µl de tampon AW2 puis l’ADN était centrifugé pendant 30 
secondes à 10000 g à 4°C. L’ADN était élué 4 fois d ans 50 µl d’eau stérile puis 
quantifié par spectrophotométrie à UV et congelé immédiatement à -20°C. 
Nous diluons du standard de l’ADN avec le tampon 1X TE pour obtenir la série des 
dilutions (les concentrations de 1000 µg/ml, 500 µg/ml, 125 µg/ml, 62.5 µg/ml, 31.2 
µg/ml, 15.6 µg/ml, 7.8 µg/ml, 3.9 µg/ml et 1.9 µg/ml). 1 µl du sérum et 99 µl de 1X TE 
buffer étaient ajoutés dans les puits des microplaques. Une dilution de 1 :200 de 
réactif PicoGreen® pour 1X TE buffer était préparée.  100 µl de PicoGreen® dilués 
dans chaque puits de microplaque étaient ajoutés et incubés pendant 2-5 minutes à 
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la température ambiante et à l’abri de la lumière. La mesure était effectuée par 
spectrofluorométrie. 
 
5.3 Résultats préliminaires 
Chez les patients présentant un CRCC, le niveau de l’ADN circulant dans le sérum 
par la méthode de spectrométrie était indépendant du sexe (P = 0.925), de l’âge (P = 
0. 613), du stade TNM (P = 0. 789), du grade Fuhrman (P = 0. 252), et de la taille de 
la tumeur (P = 0.073). 
La moyenne de l’ADN circulant dans le sérum chez les patients atteints de CRCC 
(2334.07 ± 175.1 ng/ml) était plus élevée que chez les patients atteints d’oncocytome 
rénal (1960.67 ± 128.2 ng/ml) et que chez les témoins sains (1697.79 ± 167.9 ng/ml). 
Mais une différence significative de l’ADN circulant dans le sérum n’était pas 
observée entre le groupe CRCC et le groupe oncocytome rénal (P = 0.714), entre le 
groupe CRCC et le groupe témoins sains (P = 0.064). De plus, entre le groupe 
oncocytome rénal et le groupe témoins sains, la différence de l’ADN circulant dans le 
sérum n’était pas significative (P = 0.227).  
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Tableau IV. Niveaux de l’ADN circulant dans le sérum chez des sujets atteints de 
CRCC, de CRTP, de CRCH, d’oncocytome rénal, de kyste du rein et chez des sujets 
témoins sains. 
 
La surface sous la courbe ROC était de 0.647 (0.501 à 0.793, 95% CI), ce qui 
suggère une faible capacité du niveau de l’ADN circulant dans le sérum pour 
discriminer les CRCCs des témoins sains. 
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Figure 13. Courbe ROC évaluant la valeur diagnostique de l’ADN circulant dans les 
CRCCs. 
La moyenne de l’ADN circulant dans le sérum par la méthode PicoGreen® de la 
totalité du groupe de patients présentant un CCR (6380.62 ± 246.6 ng/ml) était plus 
élevée que la moyenne observée chez les  témoins sains (5778.90 ± 282.2 ng/ml), 
mais cette différence n’était pas significative (P = 0.201).  
Tableau V. Taux de l’ADN circulant dans le sérum de sujets atteints de différents 
types de CCR et de sujets témoins sains. 
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5.4 Discussion  
L’ADN extracellulaire circulant peut être détecté chez les témoins sains et les sujets 
atteints d’affections non malignes, comme le lupus érythémateux, la polyarthrite 
rhumatoïde, l’embolie pulmonaire et l’infarctus du myocarde [Galeazzi M et al. 1984, 
Steinman CR 1984, Steinman CR 1982]. En outre, les traumatismes [Laktionov PP et 
al. 2004] et procédures thérapeutiques [Davis L et al.1973, Hughes GR et al.1971] 
peuvent aussi entraîner la libération d'ADN libre dans la circulation. De nombreux 
facteurs peuvent donc influencer le niveau de  l’ADN circulant dans le sérum. 
Une première étape consiste à choisir la méthode fiable et efficace pour quantifier 
l'ADN circulant. Plusieurs méthodes permettent de mesurer la concentration de l'ADN 
circulant. Nous avons utilisé la méthode de spectrométrie et la méthode PicoGreen® 
pour mesurer le niveau de l’ADN circulant dans le sérum chez des patients atteints de 
CCR et des sujets témoins sains.  
La moyenne de l’ADN circulant dans le sérum chez les témoins sains était de 1698 
ng/ml par spectrométrie et 5779 ng/ml par PicoGreen®. Nos résultats ne sont pas 
compatibles avec ceux de Sozzi G et al (3100 ng/ml). De plus, la moyenne de l’ADN 
circulant dans le sérum chez les patients atteints de CRCC (2334 ng/ml par 
spectrométrie et 6381 ng/ml par PicoGreen®) est plus basse que celle observée chez 
les patients atteints de cancer du poumon (24300 ng/ml) [Sozzi G et al. 2003]. Sozzi 
G et al ont trouvé une différence significative de l’ADN plasmatique entre le groupe 
cancer du poumon  et le groupe témoins sains (P = 0.0001). Mais nous n’avons 
observé aucune différence significative de l’ADN circulant dans le sérum entre le 
groupe CCR  et le groupe témoins sains. Les résultats étaient similaires par les 
méthodes différentes (P = 0.064 par spectrométrie et P = 0.201 par PicoGreen®). 
Szpechcinski A et al ont utilisé respectivement la méthode SYBR Green et  la 
méthode de TaqMan sonde à amplifier le gène de l’actine-béta pour quantifier l'ADN 
plasmatique chez les patients atteints de cancer du poumon. Les concentrations de 
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l'ADN plasmatique m de 800 à 57000 ng/ml par la méthode SYBR Green et de 700 à 
110000 ng/ml par la méthode de TaqMan sonde [Szpechcinski A et al. 2008].  
  La méthode de spectrométrie et la méthode PicoGreen® sont basées sur 
d’absorption UV. Plusieurs facteurs peut-être déranger l’absorption pendant la 
quantification de l’ADN circulant dans le sérum. En outre, notre échantillonnage est 
faible. Nos résultats ne permettent pas de considérer le taux d’ADN circulant dans le 
sérum comme un moyen de diagnostic du CCR. La quantification de l’ADN circulant 
dans le sérum par une autre méthode (par exemple, real-time PCR) est nécessaire 
pour confirmer nos résultats. 
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III- Discussion générale 
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Les tests diagnostiques basés sur l'analyse du sang sont attrayants en raison de la 
simplicité de la collecte d'échantillons. Différentes méthodes telles que l'analyse de 
microsatellites, l'analyse d'enrichissement par enzyme de restriction et l'analyse du 
polymorphisme de nucléotide unique identifient des altérations de l'ARN ou de l’ADN 
circulant dans le sérum et/ou dans le plasma de patients atteints de cancer qui 
correspondent à des altérations génétiques présentes dans les tumeurs primaires. 
Ces analyses du sérum et/ou du plasma peuvent être utilisées pour le diagnostic 
précoce et d’autres stratégies de détection. Cependant, la complexité technique et le 
coût élevé limitent les applications cliniques immédiates.  
L’ARN, l’ADN et la protéine circulants sont utilisés pour le diagnostic ou le pronostic 
de différents cancers, par exemple, le cancer du sein, le cancer du poumon et le 
cancer de la prostate. Nous avons choisi ces marqueurs pour le diagnostic ou le 
pronostic du cancer rénal. La méthode de spectrométrie, de PicoGreen, de PCR, et 
d’ELISA sont utilisés amplement en clinique. Nous avons utilisé ces méthodes pour le 
diagnostic ou le suivi des patients atteints de cancer rénal.  
  Pour diminuer les désagrégations d’acide nucléique, le sang périphérique est traité 
à 4 °C pendant 3-5 heures. Les produits d’extractio n de l’ARN sont congelés à - 80°C 
et les produits de l’extraction de l’ADN sont congelés à - 20°C. 
  Le niveau de l’ARN circulant dans le sérum chez les patients atteints de CRCC est 
plus élevé que chez les témoins sains. Chez les patients atteints de CRCC, le niveau 
de l’ARN circulant est indépendant de l’âge, du sexe, du stade TNM, du grade 
Fuhrman et de la taille de la tumeur. On peut aussi détecter le haut niveau d’ARN 
circulant dans le sérum chez les patients CRCC de bas stade, de bas grade et dans 
les petites tumeurs. Nous avons mesuré les niveaux de l’ARN circulant pré-
néphrectomie et post-néphrectomie (7 jours) de sujets traités pour CRCC. Après 
néphrectomie (7 jours), une baisse de l’ARN circulant indique que la plupart de l’ARN 
circulant dans le sérum vient de la tumeur. Pour le diagnostic de CRCC, la sensibilité 
et la spécificité de l’ARN circulant dans le sérum sont significatives. Donc, l’ARN 
circulant dans le sérum peut être utilisé comme biomarqueur diagnostique du CRCC. 
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De plus, le niveau de l’ARN circulant est mesuré par spectrométrie, méthode simple, 
rapide et économique.  
   Nous avons détecté le haut niveau de l’ARNm de CA9 dans le sérum chez les 
patients atteints de CRCC. Par contre, nous n’avons pas trouvé d’ARNm de CA9 dans 
le sérum chez les témoins sains. De plus, le niveau de l’ARNm de CA9 dans le sérum 
est diminué après l’opération (7 jours). Donc, nous avons indiqué que tout l’ARNm de 
CA9 dans le sérum vient de la tumeur rénale chez les patients atteints de CRCC. De 
plus, le niveau de l’ARNm de CA9 dans le sérum est indépendant de l’âge, du sexe et 
du grade Fuhrman, mais est corrélé au stade TNM, à la présence de métastases et à la 
taille de la tumeur. Le niveau de l’ARNm de CA9 dans le sérum peut donc refléter la 
progression de la tumeur rénale. Pour le diagnostic de CRCC, la sensibilité et la 
spécificité de l’ARNm de CA9 dans le sérum sont significatifs. Donc, l’ARNm de CA9 
dans le sérum peut être utilisé comme biomarqueur diagnostique du CRCC. La 
méthode de RT-PCR quantitative est complexe et coûteuse, mais elle peut quantifier 
précisément le niveau de l’ARNm de CA9. 
Dans nos études, nous avons utilisé 2 méthodes différentes pour mesurer le niveau de 
l’ADN circulant dans le sérum. Le produit d’extraction de l’ADN est mesuré par 
spectrométrie et le niveau de l’ADN circulant dans le sérum est mesuré directement par 
la méthode de PicoGreen®. Par spectrométrie, la moyenne de l’ADN circulant dans le 
sérum chez les patients atteints de CRCC est plus élevée que chez les témoins sains, 
mais cette différence n’est pas significative. De même, par la méthode PicoGreen®, la 
moyenne de l’ADN circulant dans le sérum chez les patients atteints de CRCC est 
similaire à celle des témoins sains et la différence n’est pas significative. Des niveaux 
élevés d’ADN circulant sont observés chez les patients atteints des cancers testiculaire, 
colorectal et ovarien [Ellinger J et al. 2009, Schwarzenbach H et al. 2008, Zachariah RR 
et al. 2008]. Nos résultats par la méthode de spectrométrie et par la méthode de 
PicoGreen®  indiquent que la différence n’est pas significative entre les patients atteints 
de CRCC et les témoins sains. Pour le diagnostic de CRCC, la sensibilité et la 
spécificité de l’ADN circulant dans le sérum ne sont pas significatives. Il y a des 
explications possibles pour nos résultats sur l’ADN circulant : l’ADN tumoral ne 
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représente pas tout l’ADN circulant dans le sérum chez les patients atteints de CRCC. 
Le nombre de nos échantillons n’est pas suffisant pour une étude statistique. Les 
méthodes utilisées sont insuffisantes pour mesurer l’ADN circulant. Donc, plus 
d’échantillons et une autre méthode (par exemple, la PCR en temps réél) sont 
nécessaires pour confirmer ces résultats. 
Dans la littérature, la méthode PCR en temps réel a été utilisée pour mesurer 
l’intégrité de l’ADN circulant. Dans nos études, nous avons choisi la PCR 
traditionnelle pour détecter les fragments de tailles différentes du gène GAPDH de 
l’ADN sérique. La distribution du gène GAPDH est homogène dans l’organisme et ce 
gène est utilisé normalement comme gène contrôle dans beaucoup d’essais.  En 
outre, le niveau de l’ADN circulant du gène GAPDH ne permet pas de détecter de 
différence significative entre les groupes en fonction du sexe et de l’âge [Zhong XY et 
al. 2007]. Nous avons détecté 4 fragments de tailles différentes (109 bp, 193 bp, 397 
bp et 456 bp) du gène GAPDH. Le fragment de 109 bp est utilisé comme contrôle de 
la qualité de l’ADN circulant dans le sérum et détecté dans tous les spécimens. Chez 
les témoins sains, nous avons détecté seulement les fragments de 109 bp et 193 bp. 
Notre résultat est comparable à l’étude de Giacona MB et al sur la longueur de l’ADN 
du plasma chez les témoins sains [Giacona MB et al. 1998]. Par contre, les fragments 
de 397 bp et 456 bp sont détectés chez les patients atteints de CRCC. Nos résultats 
indiquent que l’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum chez les patients atteints de 
CRCC est mieux conservée que chez les témoins sains. De plus, nous avons aussi 
comparé l’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum de pré-néphrectomie et post-
néphrectomie (7 jours). L’intégrité de l’ADN circulant est diminuée significativement 
après néphrectomie. Nos résultats indiquent que tous les fragments longs viennent 
de la tumeur rénale. De plus, chez les patients atteints de CRCC, il n’a pas été 
observé de différence significative entre les groupes pour l’âge, le sexe et le grade de 
Fuhrman.  En outre, l’intégrité de l’ADN circulant est meilleure chez les patients 
présentant un stade élevé (T3) et/ou une grosse tumeur (> 4.0cm). Ces résultats 
peuvent être expliqués par la nécrose dépendant du stade et de la dimension de la 
tumeur. En conséquence, l'ADN circulant chez les patients atteints de CRCC a une 
  
 
90 
large gamme de longueurs de fragments d'ADN génomique après digestion 
incomplète ou aléatoire. Pour le diagnostic de CRCC, la sensibilité et la spécificité de 
l’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum sont significatives. Donc, l’intégrité de 
l’ADN circulant dans le sérum peut être utilisée comme biomarqueur diagnostique du 
CRCC. La méthode de PCR traditionnelle est simple et économique. Mais, cette 
méthode quantifie qu’approximativement l’ ’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum. 
  Nous avons utilisé la méthode ELISA pour quantifier directement le niveau de la 
protéine CA9 dans le sérum. La moyenne de la protéine CA9 dans le sérum chez les 
patients atteints de CRCC est plus élevée que chez les témoins sains. Il n’a pas été 
observé de différence significative entre les groupes pour l’âge et le sexe. En outre, la 
moyenne de la protéine CA9 dans le sérum est plus élevée chez les patients 
présentant un stade élevé (T3), un grade élevé (3+4), et une grosse tumeur (> 4.0cm). 
De plus, le niveau de la protéine CA9 dans le sérum est corrélé à la présence de 
métastases et de récidive. Le niveau de la protéine CA9 dans le sérum peut donc 
refléter la progression de la tumeur rénale. Pour le diagnostic de CRCC, la sensibilité 
et la spécificité de la protéine CA9 dans le sérum sont significatives. Donc, la protéine 
CA9 dans le sérum peut être utilisée comme biomarqueur diagnostique du CRCC. 
Selon nos résultats, l’ARN circulant, l’ARNm de CA9, l’intégrité de l’ADN circulant et 
la protéine CA9 peuvent être utilisés comme biomarqueurs diagnostiques du CRCC. 
Les sensibilités et les spécificités des biomarqueurs sont significatives. La méthode 
de spectrométrie et de PCR traditionnelle sont simples et économiques pour mesurer 
l’ARN circulant et l’intégrité de l’ADN circulant. On pourrait utiliser l’ARN circulant et 
l’intégrité de l’ADN circulant pour chercher un CRCC dans un groupe présentant des 
hauts risques de cancer rénal. La méthode de RT-PCR quantitative est complexe et 
coûteuse pour mesurer l’ARNm de CA9, mais, l’ARNm de CA9 à une meilleure 
sensibilité et une meilleure spécificité que les autres marqueurs. On pourrait utiliser 
l’ARNm de CA9 pour suspecter un CRCC. 
Traditionnellement, 85% à 90% des masses solides rénales sont considérées comme 
des CCR. En utilisant la tomodensitométrie abdominale ou d’autres techniques 
  
 
91 
d'imagerie, beaucoup de petites tumeurs rénales asymptomatiques sont découvertes 
fortuitement [Vasudevan A et al. 2006]. Or, 20% des petites tumeurs rénales solides 
seraient bénignes [Li G et al. 2004], et l’imagerie distingue difficilement une petite lésion 
bénigne d’une petite lésion maligne [Zhang J et al. 2007]. Un diagnostic préopératoire 
de bénignité ou de malignité est pourtant essentiel à l’heure où la chirurgie partielle tend 
à supplanter la néphrectomie totale pour ces petites tumeurs, et où apparaissent 
d’autres modes de prise en charge : thérapeutiques destructrices par radiofréquence ou 
cryoablation. 
L’aspiration à l’aiguille fine (FNA) est une technique sûre, peu traumatisante, et les 
complications sont rares. Toutefois, le nombre de cellules obtenues par la FNA est 
très faible (seulement quelques cellules), et les cellules anormales peuvent être 
absentes, rendant le diagnostic cytologique impossible ou faussement négatif. Les 
progrès récents des techniques cytologiques, en particulier avec l'aide des 
biomarqueurs moléculaires, améliorent la sensibilité et la spécificité de la FNA [Li G 
et al. 2006]. Comme l'imagerie guidée pour la biopsie percutanée, la FNA des 
masses rénales peut être utilisée pour diagnostiquer les tumeurs bénignes et ainsi 
adapter la prise en charge [Jaff A et al. 2005,  Wunderlich H et al. 2005]. Toutefois, la 
FNA est une procédure coûteuse et complexe, qui nécessite un radiologue et un 
cytopathologiste expérimentés. 
Nous avons analysé les résultats des petites tumeurs solides (diamètre ≤ 4 cm). Les 
sensibilités et les spécificités de l’ARN circulant (79% et 53%), de l’intégrité de l’ADN 
circulant (81% et 61%), l’ARNm de CA9 (83% et 100%) sont significatives. L’ARNm 
de CA9 a une meilleure sensibilité et une meilleure spécificité. L’ARN circulant et 
l’intégrité de l’ADN circulant sont des méthodes simples et économiques pour aider à 
identifier une tumeur maligne avant l’opération. Selon nos résultats, on pourrait 
utiliser ces marqueurs pour aider à distinguer les petites tumeurs rénales solides 
avant l’opération. 
D’après la méthode statistique du t-test et l’analyse de régression,  nous avons 
comparé les résultats de l’ARN circulant, de l’ARNm de CA9, de l’ADN circulant et de 
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la protéine CA9 dans le sérum chez les mêmes patients (32 patients). Les niveaux de 
l’ARN circulant et de l’ADN circulant sont significativement différents (P=0.006) et 
significativement indépendants (R=0.273). Les niveaux de l’ARN circulant et de 
protéine CA9 sont significativement différents (P=0.015) et significativement 
indépendants (R=0.328). De plus, les niveaux de l’ADN circulant et de la protéine 
CA9 sont aussi significativement différents (P=0.011) et significativement 
indépendants (R=0.364). Les explications des résultats sont inconnues. Nous 
supposons que les mécanismes de sortie et de dégradation de l’ARN circulant, de 
l’ADN circulant et de la protéine CA9 peuvent être différents dans la circulation. Par 
contre, les niveaux de l’ARN circulant et de l’ARNm de CA9 sont significativement 
identiques (P=0.374) et significativement corrélés (R=0.847). Nous supposons que 
les mécanismes de sortie de l’ARN circulant et de l’ARNm de CA9 peuvent être 
similaires. La fabrication des protéines dépend toujours des ARNm. Dans les cellules, 
le niveau de la protéine est aussi corrélé au niveau de l’ARNm. Nous n’avons pas 
trouvé de relation entre le niveau de la protéine CA9 et le niveau de l’ARNm de CA9 
dans le sérum (R=0.558). Nous ne savons pas la raison exacte. 
Une difficulté de suivi après l’ablation du CCR est la prédiction précoce de la récidive. 
Environ 70% des CCR sont des tumeurs  localisées. Mais, 30-40% des patients 
présenteront une évolution métastatique mortelle. La plupart des récidives apparaissent 
dans les trois à cinq ans après la chirurgie [Skolarikos A et al. 2007]. Donc, l’évaluation 
des risques de récidive est importante.  
Le niveau de l’ARN circulant, de l’ARNm de CA9 et de l’intégrité de l’ADN circulant est 
diminué après l’opération. Donc, on pourrait utiliser ces marqueurs pour surveiller les 
patients atteints de CRCC après l'opération. Mais, l’ARN circulant et l’intégrité de l’ADN 
circulant ne sont pas des marqueurs spécifiques du cancer rénal. En dehors de la 
récidive du cancer rénal, plusieurs facteurs peuvent augmenter  l’ARN circulant et 
l’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum. De plus, le niveau de l’ARN circulant 
dépend de la standardisation du recueil et du traitement des échantillons en clinique. 
L’ARNm de CA9 et la protéine CA9 sont des marqueurs spécifiques du cancer rénal, 
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mais, le niveau de l’ARNm de CA9 dépend de la standardisation du recueil et du 
traitement des échantillons en clinique. La qualité de l'échantillon influe beaucoup sur le 
niveau de l’ARNm de CA9 dans le sérum. Par contre, la protéine CA9 est plus stable 
que l’ARNm de CA9 dans le sérum. Donc, nous avons choisi la protéine CA9 et étudié 
la protéine CA9 comme le marqueur pronostique du cancer rénal. 
La moyenne de la protéine CA9 dans le sérum chez les patients atteints de CRCC 
métastatique ou récidive de CRCC est plus élevée que celle des patients atteints de 
CRCC localisés. Dans notre étude sur le taux préopératoire de la protéine CA9 dans le 
sérum chez des sujets présentant un CRCC localisé, la courbe de survie de Kaplan-
Meier indique que le groupe à taux élevé de protéine CA9 a un plus grand risque de 
récidive que le groupe avec taux faible. Dans l’analyse univariée de régression de Cox, 
le niveau de la protéine CA9 sérique est un facteur plus sensible que le stade TNM, la 
taille de la tumeur et le grade Fuhrman. Donc, le niveau de la protéine CA9 dans le 
sérum pourrait être utilisé pour guider le suivi post opératoire et peut être dans l’avenir 
indiquer un traitement adjuvant précoce des patients du groupe à haut risque de 
récidive. 
Les études approfondies sont nécessaires pour connaître les mécanismes de sortie 
et de dégradation des marqueurs. Les études au long cours sont nécessaires pour 
apprécier l’utilisation multiple de marqueurs. 
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IV - Conclusion générale 
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Notre étude est la première à s’intéresser de manière systématique aux 
biomarqueurs sériques des patients atteints de CCR. 
Nous avons montré que le taux de l’ARN circulant dans le sérum chez les patients 
atteints de CRCC était plus élevé que chez les patients atteints d’oncocytome rénal et 
que chez les témoins sains. Le taux élevé de l’ARN circulant dans le sérum pourrait 
constituer un marqueur pour le diagnostic de CRCC. 
Nous avons montré que le taux de l’ARN messager de CA9 dans le sérum chez les 
patients atteints de CRCC était plus élevé que chez les témoins sains. Le taux élevé 
de l’ARN messager de CA9 dans le sérum pourrait représenter un marqueur puissant 
pour le diagnostic de CRCC. 
Nous avons montré que l’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum chez les 
patients atteints de CRCC était meilleure que chez les patients atteints d’oncocytome 
rénal et que chez les témoins sains. L’intégrité de l’ADN circulant dans le sérum 
pourrait constituer un marqueur pour le diagnostic de CRCC. 
Nous avons montré que le niveau de protéine CA9 dans le sérum chez les patients 
atteints de CRCC métastatique était plus élevé que chez les patients atteints de 
CRCC localisé et que chez les témoins sains. Le niveau élevé de protéine CA9 dans 
le sérum suggère un risque élevé de récidive. Le niveau de protéine CA9 dans le 
sérum pourrait aider au suivi post-opératoire des patients atteints de CRCC. 
Le CA9, surtout sous forme d’ARN messager présent dans le sérum, semble 
prometteur pour le diagnostic précoce et le suivi des malades porteurs de CRCC par 
une technique de biologie moléculaire très standardisable et reproductible. Un brevet 
a été déposé pour envisager une exploitation industrielle.  
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